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TÓM TẮT 
 Vi sinh vật được đặc biệt quan tâm là do khả năng sinh tổng hợp ra các hợp chất thứ cấp có giá trị ứng 
dụng cao. Các chất có hoạt tính sinh học có thể cung cấp cho chúng ta các cấu trúc hoá học đa dạng và mới lạ. 
Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã tiến hành phân lập được 143 chủng vi khuẩn và xạ khuẩn từ 161 mẫu gồm: 
trầm tích, hải miên, san hô mềm, da gai, sao biển thu thập từ ba vùng biển Hạ Long - Cát Bà, Cô Tô - Thanh 
Lân và Bái Tử Long. Các chủng được lên men trong môi trường A1, dịch lên men được xử lý tạo cặn chiết và 
tiến hành sàng lọc cặn chiết của vi khuẩn với 7 chủng vi sinh vật kiểm định dẫn đến lựa chọn 15 chủng vi sinh 
vật có hoạt tính sinh học cao nhất, thể hiện khả năng ức chế khá mạnh đối với 2 chủng vi khuẩn Gram (+) 
Enterococcus faecalis ATCC29212; Bacillus cereus ATCC13245 và chủng nấm men Candida albicans 
ATCC10231 với các giá trị MIC nhỏ hơn hoặc bằng giá trị MIC của các kháng sinh đối chứng. Ngoài ra, 
chủng G057 còn có khả năng kháng S. enterica ATCC13076 và chủng G002 kháng E. coli ATCC25922 với 
giá trị tương ứng MICG057 = 8 µg/ml, MICG002 =  256 µg/ml. Ba chủng G115, G119, G120 có khả năng kháng 
P. aeruginosa ATCC27853 với giá trị tương ứng  MICG115 = 64 µg/ml, MICG119 =  32 µg/ml và MICG120 =  32 
µg/ml. Nghiên cứu đặc điểm hình thái và phân tích trình tự gen mã hóa tiểu phần  rRNA 16S cho thấy 9 trong 
số 15 chủng (G016, G017, G019, G043, G044, G047, G068, G119, G120) thuộc chi Micromonospora, hai 
chủng G039, G065 thuộc chi Stretomyces, chủng G002 thuộc chi Bacillus, G057 thuộc chi Nocardiopsis, 
chủng G115 thuộc chi Photobacterium và chủng G121 thuộc chi Oceanisphaera. 
Từ khoá: Xạ khuẩn biển, Hoạt tính kháng vi sinh vật, MIC, Trình tự 16S rRNA  
MỞ ĐẦU 
 Môi trường biển chiếm khoảng 70% bề mặt 
trái đất và là nguồn đa dạng sinh học lớn. Vi sinh 
vật biển mang nhiều đặc tính riêng biệt vì chúng 
cần phải thích ứng với điều kiện môi trường khắc 
nghiệt như nhiệt độ thấp, áp suất cao và cơ chất 
giới hạn trong môi trường nước sâu. Các vi sinh 
vật biển tuy nhiên lại có tiềm năng ứng dụng trong 
công nghệ sinh học lớn, sản sinh nhiều enzyme và 
hoạt chất sinh học làm dược phẩm quý (Debnath 
et al., 2007). 
 Trong số các hợp chất tự nhiên có nguồn gốc vi 
sinh vật sinh đã được công bố sử dụng trên thế giới 
thì 45% được sinh ra từ xạ khuẩn, 38% từ nấm và 
17% từ vi khuẩn (Arnold, Sergio, 2009). Xạ khuẩn 
biển được đánh giá là nguồn quan trọng trong việc 
sản xuất thuốc kháng sinh, một số hợp chất có hoạt 
tính sinh học mới được phát hiện từ chúng. Trong đó 
chi Micromonospora cùng với chi Streptomyces 
được biết đến nhiều nhất để tổng hợp kháng sinh. 
Các chất kháng sinh khác nhau có nguồn gốc của xạ 
khuẩn đã được nghiên cứu bao gồm: 
aminoglycoside, anthracyclin, lycopeptide, β-lactam, 
macrolides, nucleoside, peptide, polyene, polyester, 
polyketide, actinomycin và tetracycline (Goodfellow 
et al., 1996). 
 Để khai thác tiềm năng của vi sinh vật biển cho 
các mục đích phát triển dược phẩm, trong nghiên cứu 
này chúng tôi tiến hành phân lập các chủng vi sinh vật 
từ trầm tích biển, hải miên, san hô mềm… thu thập từ 
ba vùng biển Hạ Long - Cát Bà; Cô Tô - Thanh Lân 
và Bái Tử Long. Trong khuôn khổ bài báo này, chúng 
tôi trình bày kết quả về nuôi cấy, sàng lọc hoạt tính 
kháng vi sinh vật kiểm định và định danh các chủng vi 
sinh vật có hoạt tính đáng chú ý.  
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VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 
Vật liệu 
 Các môi trường sử dụng trong nghiên cứu được 
tham khảo bởi (Stanley và Holt, 1989) có cải tiến 
của Khoa Hoá dược phẩm và Dược liệu học, Đại học 
Dược, Đại học Illinois Chicago, Hoa Kỳ: A1 
(soluble starch: 10 g/l; yeast extract: 4 g/l; peptone: 2 
g/l; Instant ocean: 30 g/l; Agar: 15 g/l; Nước cất: 1 
lít), M1 (soluble starch: 5 g/l; yeast extract: 2 g/l; 
peptone: 1 g/l; instant ocean: 30 g/l; Agar: 15 g/l; 
Nước cất: 1 lít), SWA (instant ocean: 30 g/l; Agar: 
15 g/l; Nước cất: 1 lít), A+( soluble starch: 10 g/l; 
yeast extract: 4 g/l; peptone: 2 g/l; instant ocean: 30 
g/l; CaCO3: 1 g/l; Agar: 15 g/l; Nước cất: 1 lít), SCA 
(soluble starch: 10 g/l; K2HPO4: 2 g/l; KNO3: 2 g/l ; 
casitone: 300 mg/l; MgSO4·7H2O: 50 mg/l; 
FeSO4·7H2O: 10 mg/l; instant ocean: 30 g/l; CaCO3: 
2 mg/l; Agar: 15 g/l; Nước cất: 1 lít), NZSG (soluble 
starch:20 g/l; yeast extract: 5 g/l; glucose: 10 g/l; NZ 
Amine A: 5 g/l; Instant ocean: 30 g/l; Agar: 15 g/l; 
Nước cất: 1 lít) và ISP1 (soluble starch: 5 g/l; yeast 
extract: 2 g/l; casitone: 5 g/l; instant ocean: 30 g/l; 
Agar: 15 g/l; Nước cất: 1 lít), ISP2 (soluble starch: 5 
g/l; yeast extract: 2 g/l; malt extract: 10 g/l; glucose: 
10 g/l; instant ocean: 30 g/l; Agar: 15 g/l; Nước cất: 
1 lít).  
 Kit tách DNA tổng số của hãng Madison (Mỹ), 
PCR-master mix của hãng Bioneer, Hàn Quốc, bộ 
BigDyeR Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit 
(Applied Biosystems) sử dụng cho phản ứng giải 
trình tự DNA; chỉ thị DNAchuẩn (Invitrogen); Taq 
DNA polymerase, các cặp mồi để khuếch đại gen 
16S rRNA (16sF: 5'-
GAGTTTGATCCTGGCTCAG3'; 16sR: 5'-
AAGGAGGTGATCCAACC3'). 
 Các chủng vi sinh vật kiểm định: 3 chủng vi 
khuẩn Gram âm (-):  Escherichia coli ATCC25922, 
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, Salmonella 
enterica ATCC13076; 3 chủng vi khuẩn Gram 
dương (+): Enterococcus faecalis ATCC29212, 
Stapphylococus aureus ATCC25923, Bacillus cereus 
ATCC 13245; 1 chủng Nấm men Candida albicans 
ATCC10231 (Microbiologics, Mỹ). 
Phương pháp nghiên cứu 
Thu thập mẫu 
 Các mẫu được thu thập tại các độ sâu khác nhau 
(từ 3mét - 26mét) thuộc vùng biển Hạ Long – Cát 
Bà, Cô Tô – Thanh Lân và Bái Tử Long. Mẫu được 
lưu giữ trong các ống Eppendorf vô trùng, được bảo 
quản lạnh trong thời gian vận chuyển về phòng thí 
nghiệm và được tiến hành phân lập ngay. 
Phân lập các chủng vi sinh vật 
 Đối với trầm tích: Tiến hành cân 0,5 g trầm tích 
vào ống fancol, sau đó bổ sung 4,5 ml nước cất vô 
trùng, đảo đều mẫu bằng thanh inox đã khử trùng. 
Tiến hành sốc nhiệt ở nhiệt độ 60oC trong 8 phút, hút 
50 µl dịch trong ống đã được sốc nhiệt vào một ống 
Eppendorf khác có chứa 450 µl nước cất đã khử 
trùng, tiếp tục trộn đều mẫu và hút 50 µl dịch cấy 
trải vào các đĩa có chứa 6 loại môi trường đã chuẩn 
bị (A1; M1; SWA; NZSG; SCA; ISP2). Các đĩa 
được nuôi trong tủ ấm ở 28-30oC sau 7- 30 ngày lựa 
chọn các khuẩn lạc cấy chuyển làm sạch sang môi 
trường ISP2. 
 Đối với hải miên, san hô mềm và một số vật liệu 
khác: Tiến hành cân 0,5 g mẫu vào ống fancol, bổ 
sung  4,5 ml nước cất vô trùng, nghiền mẫu bằng 
thanh inox vô trùng đến khi thấy dịch trong ống đục. 
Tiến hành sốc nhiệt ở nhiệt độ 60oC trong 8 phút, hút 
50 µl dịch trong ống đã được sốc nhiệt vào một ống 
Eppendorf khác có chứa 450 µl nước cất đã khử 
trùng, tiếp tục trộn đều mẫu và hút 50 µl dịch cấy 
trải vào các đĩa có chứa 6 loại môi trường đã chuẩn 
bị. Các đĩa được nuôi trong tủ ấm ở 28-30oC, 7- 30 
ngày. Các khuẩn lạc sau đó được cấy chuyển làm 
sạch sang môi trường ISP2 (William, Davies, 1965; 
William, Cross, 1971). 
Tạo cặn chiết thô từ dịch nuôi cấy 
 Các chủng vi sinh vật được nuôi trên môi trường 
A1+, ở điều kiện 280C lắc 170 vòng/phút trong 7 
ngày, dịch lên men được chiết xuất với ethyl acetate 
(5 lần). Dịch chiết xuất được làm bay hơi dưới áp 
suất giảm để loại dung môi thu cặn chiết thô (Cédric 
et al., 2013). 
Phương pháp xác định hoạt tính kháng khuẩn 
 Hoạt tính kháng vi sinh vật kiểm định được xác 
định theo phương pháp pha loãng đa nồng độ của 
Hadacek và Greger (2000). Đây là phương pháp thử 
hoạt tính kháng vi sinh vật kiểm định và nấm nhằm 
đánh giá mức độ kháng khuẩn mạnh yếu của các 
mẫu thử thông qua các giá trị thể hiện hoạt tính là 
MIC (nồng độ ức chế tối thiểu). Mẫu cặn thô ban đầu 
được pha loãng trong DMSO và các kháng sinh được 
pha trong nước cất vô trùng ở dải nồng độ giảm dần: 
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256 µg/ml, 128 µg/ml, 64 µg/ml, 32 µg/ml, 16 
µg/ml, 8 µg/ml, 4 µg/ml và 2 µg/ml với số thí 
nghiệm lặp lại N=2. Bổ sung 50 µl dung dịch vi 
khuẩn và nấm kiểm định ở nồng độ 5.105 CFU/ml, ủ 
ở 37oC. Sau 24 h, đọc giá trị MIC là giá trị tại giếng 
có nồng độ chất thử thấp nhất ức chế hoàn toàn sự 
phát triển của vi sinh vật kiểm định sau 24 giờ nuôi 
và được xác định chính xác dựa trên số liệu đo độ 
đục tế bào bằng máy quang phổ Bioteck, sử dụng 
phần mềm GraphPad Prism data. Đối chứng là kháng 
sinh streptomycin và tetracyclin cho các chủng vi 
khuẩn và cycloheximide cho nấm men. 
Phương pháp định danh các chủng vi khuẩn và 
xạ khuẩn 
 Ba chủng vi khuẩn G002; G115 và G121 được 
nuôi trên môi trường phân lập A1, sau 24 h nuôi cấy 
quan sát hình thái khuẩn lạc. Mười ba chủng xạ khuẩn 
còn lại được nuôi cấy trong 14 ngày ở 30 ºC trên môi 
trường thạch (ISP2) và kiểm tra bằng kính hiển vi điện 
tử quét SEM (scanning electron microscopy) model 
JSM-5410 LV; JEOL. Việc chuẩn bị mẫu được tiến 
hành như mô tả của Itoh và đồng tác giả. Đặc điểm 
hình thái của chủng xạ khuẩn được xác định dựa trên 
các đặc điểm nuôi cấy bao gồm: màu sắc của khuẩn ty 
khí sinh; khuẩn ty cơ chất; hình thái khuẩn lạc (Arai, 
1975; Trerner et al., 1963).  
 Phản ứng khuyếch đại gen được thực hiện trong 
một thể tích hỗn hợp 25 µl chứa 16,3 µl H2O khử ion 
vô trùng, 2.5 µl đệm 10×, 1,5 µl 25 mM MgCl2, 0,5 
µl 10 mM dNTP, 0,2 µl của Taq polymerase, 1,0 µl 
mồi với nồng độ 0,05 mM 16sF (5'-
GAGTTTGATCCTGGCTCAG3') ;16sR (5'-
AAGGAGGTGATCCAACC3') (Rajesh M et al., 
2013) và 2,0 µl DNA tổng số. Chu trình nhiệt 
củaPCR là: 940C/2 phút (940C/1 phút, 580C/1 phút, 
720C/1 phút 20 giây) x 30 chu kỳ, 720C/ 8 phút và 
giữ mẫu ở 80C. Ước tính kích thước sản phẩm là 
khoảng 1500 bp. Sản phẩm PCR được tinh sạch bằng 
kit tinh sạch của hãng Invitrogen.Trình tự gen 16S 
rRNA được giải mã bằng máy giải trình tự tự động 
ABI PRISM 3100 của hãng Bioscience. Trình tự 
được xử lý bởi  chương trình BioEdit v.2.7.5. và so 
sánh với dữ liệu ngân hàng gen của NBCI. Cây phát 
sinh chủng loại được xây dựng bằng chương trình 
MEGA version 4.1 (Saitou, Nei, 1987). 
KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 
Phân lập các chủng vi sinh vật 
 Phân lập được tiến hành trên 76 mẫu ở Cô Tô - 
Thanh Lân (gồm 28 mẫu trầm tích, 06 mẫu san hô mềm, 
14 mẫu thân mềm, 20 mẫu hải miên, 3 mẫu da gai, 1 
mẫu sao biển và 4 loại khác), 76 mẫu ở Bái Tử Long 
(gồm 11 mẫu trầm tích, 10 mẫu san hô mềm, 4 mẫu thân 
mềm, 39 mẫu hải miên, 7 mẫu da gai, 2 mẫu sao biển và 
3 loại khác) và 09 mẫu trầm tích ở Hạ Long- Cát Bà.  
 Từ các mẫu thu thập,tổng số 143 chủng thuần 
khiết đã được phân lập dựa trên các đặc điểm khác 
biệt về vị trí, hình thái và màu sắc khuẩn lạc.Trong 
đó 39 chủng từ vịnh Hạ Long - Cát Bà, 39 chủng từ 
Đảo Cô Tô - Thanh Lân và 65 chủng từ vịnh Bái Tử 
Long. 
Nuôi cấy, tạo cặn chiết và thử hoạt tính kháng vi 
sinh vật 
 Từ 143 chủng phân lập được tiến hành nuôi 
cấy trong môi trường A1, dịch nuôi cấy được 
chiếtvới dung môi ethyl acetate (5 lần) thu được 
cặn thô. Thí nghiệm xác định hoạt tính kháng vi 
sinh vật kiểm định với cặn thô thu được cho thấy 
hầu hết 143 chủng phân lập đều có hoạt tính ức 
chế các chủng vi sinh vật kiểm định, trong đó 
33chủng phân lập có hoạt tính kháng từ 3 chủng 
VSV kiểm định trở lên. Ngoài ra, 11/143 chủng 
phân lập có hoạt tính kháng vi khuẩn kiểm 
địnhGram âm. Nguyên nhân về mức độ  nhạy cảm 
với kháng sinh của các vi khuẩn Gram âm và 
Gram dương khác nhau là do sự khác biệt về hình 
thái, cấu trúc của thành tế bào vi khuẩn. Vi khuẩn 
Gram âm có màng ngoài gồm các thành phần 
lipopolysaccharide, đặc biệt hàm lượng lipit 
vàlipoprotein cao, Cấu trúc này giúp cho thành tế 
bào khó bị tác động. Trong khi đó, các chủng 
Gram dương nhạy cảm với kháng sinh hơn do chỉ 
có một lớp peptidoglycan bên ngoài, cấu trúc này 
không phải là một hàng rào ngăn cản hiệu quả sự 
thấm thấu các tác nhân bên ngoài vào thành tế bào 
(Basilio et al., 2003; Oskay et al., 2004).  
 Chúng tôi đã lựa chọn 15 chủng phân lập có hoạt 
tính tốt nhất để thực hiện cho các nghiên cứu tiếp 
theo. Mười lăm chủng này đều có khả năng kháng 2 
chủng kiểm định Gram dương là E faecalis 
ATCC29212 và B cereus ATCC13245 với các giá trị 
MIC nhỏ hơn hoặc bằng giá trị MIC của các kháng 
sinh đối chứng Ngoài ra, 14/15 chủng nghiên cứu 
còn có khả năng ức chế khá mạnh chủng nấm C 
albicansATCC10231(trừ chủng G016) với các giá trị 
MIC rất nhỏ như MICG017; G068 = 2 µg/ml; MICG047; 
G065 = 2 µg/ml. Đặc tính này rất đáng quan tâm vì 
Candida albicans là tác nhân gây nhiều bệnh, đặc 
biệt là niêm mạc miệng, lưỡi, dạ dày, hành tá tràng, 
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đường ruột, niệu đạo và đườngsinh dục. Hiện nay 25 
% bệnh tai mũi, họng do Candida albicans trở nên 
không kiểm soát nổi do đã đề kháng với các kháng 
sinh chống nấm hiện có như amphotericin B, 
vaclotrimazole, 5-fluorocytosine (Nguyễn Vĩnh Hàet 
al., 2002). Đối với các chủng vi sinh vật kiểm định 
Gram âm, trong 15 chủng chọn lọc chỉ có chủng 
G057 là có khả kháng S. enterica ATCC13076 và 
G002 kháng E. coli ATCC25922  với giá trị tương 
ứng  MICG057 = 8 µg/ml, MICG002 =  256 µg/ml; và 3 
chủng G115, G119, G120 có khả năng kháng P. 
aeruginosa ATCC27853 với giá trị tương ứng  
MICG115 = 64 µg/ml, MICG119 =  32 µg/ml và 
MICG120 =  32 µg/ml. Kết quả kiểm tra hoạt tính 
kháng vi sinh vật kiểm định của 15 chủng chọn lọc 
được trình bày ở bảng 1. 
Bảng 1. Giá trị MIC của cặn chiết  EtOAc của 15 chủng có hoạt tính đã lựa chọn. 
 
TT Chủng  Gram dương (+) Gram âm (-) Nấm men 
E. 
faecalisAT
CC 29212 
S. 
aureusATC
C 25923 
B. 
cereusATC
C 13245 
E. coli 
ATCC 25922 
P. 
aeruginosaAT
CC 27853 
S. 
entericaAT
CC 13076 
C. 
albicansAT
CC10231 
Vùng vịnh Hạ Long - Cát Bà 
Nồng độ MIC 
(µg/ml) 
MIC 
(µg/ml) 
MIC 
(µg/ml) 
MIC 
(µg/ml) 
MIC 
(µg/ml) 
MIC 
(µg/ml) 
MIC 
(µg/ml) 
1 G002 64  256 256 - - 32 
2 G016 64 256 128 - - - - 
3 G017 128 - 128 - - - 2 
4 G019 64 - 128 - - - 8 
5 G039 64 128 - - - - 64 
Vùng đảo Cô Tô - Thanh Lân 
6 G043 64 - 32 - - - 16 
7 G044 64 - 64 - - - 16 
8 G047 256 - 128 - - - 4 
9 G057 256 - - - - 8 8 
10 G065 32  64    4 
11 G068 256 - - - - - 2 
Vùng vịnh Bái Tử Long 
12 G115 64 - 32 - 64 - 16 
13 G119 64 64 32  32  32 
14 G120 64 - 32  32 - 32 
15 G121 64 - 32 - -  16 
Streptomycin 256 256 128 32 256 128 - 
Tetracyclin 4 128 256 8 256 256 - 
Cycloheximide - - - - - - 32 
 
 
Định danh 15 chủng đã sàng lọc 
 Ba chủng vi khuẩn G002, G115 và G121 được 
nuôi trên môi trường phân lập A1, quan sát hình thái 
khuẩn lạc sau 24 h cho thấy: chủng G002 có kích 
thước khuẩn lạc khoảng 3 mm, bề mặt hơi sáp, màu 
ngả vàng nhạt; chủng G115 và G121 có kích thước 
khoảng 1-2 mm, bề mặt bóng hơn, khuẩn lạc có màu 
trắng đục. Mười ba chủng xạ khuẩn còn lại được 
nuôi cấy trong 14 ngày ở 30ºC trên môi trường thạch 
(ISP2), kết quả cho thấy sợi khuẩn ty cơ chất phát 
triển tốt trên nền cơ chất của môi trường, nhưng sợi 
khuẩn ty khí sinh thì yếu hơn. Màu sắc của các sợi 
khí sinh rất phong phú, từ vàng, trắng sang màu cam 
hoặc từ nâu đen sang màu đen sau khi hình thành 
bào tử (Hình 1). Quan sát hình thái bào tử của một số 
chủng xạ khuẩn dưới kính hiển vi điện tử SEM cho 
thấy bào tử được sinh ra đơn lẻ, có đường kính 
khoảng 0,5-1 µm. Các bào tử có dạng nốt và mịn 
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trên bề mặt và không di chuyển được (Hình 2). Các 
đặc điểm này được coi là những đặc điểm quan trọng 
trong việc định loài vi sinh vật (Mukherjee et al., 
2004; Maruyama et al., 1975). 
 
 
A B C 
D E F 
Hình 2. Hình ảnh bào tử dưới kính hiển vi điện tử quét (SEM) của một số chủng nghiên cứu: G016(A); G017(B); G113(C); 
G039 (D); G065 (E) và G57 (F). 
 
Hình 1. Hình thái khuẩn lạc của các chủng nghiên cứu trên môi trường A1 và ISP2: Chủng G002 (A); Chủng G115 (B); 
Chủng G121 (C); Chủng G016 (D); Chủng G017 (E); Chủng G039 (F); Chủng G043 (G); Chủng G044 (H); Chủng G047 (I); 
Chủng G057 (J); Chủng G065 (K); Chủng G068 (L); Chủng G119 (M); Chủng G120 (N); Chủng G019 (O). 
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Hình 3.  Cây phân loại thể hiện mối liên quan giữa 15 chủng nghiên cứu với các loài gần gũi dựa trên trình tự gen 16S 
rRNA. Cây được dựng theo phương pháp neighbor – joining, các chỉ số hiển thị ở các vị trí phân nhánh là kết quả phân tích 
bootstrap đối với 1000 phép so sánh (chỉ có các giá trị trên 50% được trình bày trên hình).Kết quả cho thấy mối quan hệ 
giữa các chủng nghiên cứu với các thành viên đại diện của các chi Micromonospora, Stretomyces, Bacillus, Photobacterium 
và Oceanisphaera. 
	
Tạp chí Công nghệ Sinh học 14(3): 539-547, 2016 
	
545 
 Mười lăm chủng có hoạt tính kháng vi sinh vật kiểm 
định cao và có tiềm năng ứng dụng đã được định danh 
dựa trên so sánh trình tự gen 16S rRNAbằng chương 
trình Blast. kết quả cho thấy các chủng này có độ tương 
đồng cao (hơn 99% ) về trình tự gen 16S rRNAso với 
các chủng đã công bố trên GenBank. Nghiên cứu quan 
hệ của các chủng trên cây phát sinh loài (Hình 3) cho 
thấy các chủng G016, G017, G019,G043, G044, G047, 
G068, G119, G120 có được xếp vào chi 
Micromonospora, các chủng G039 và G065 thuộc chi 
Stretomyces, chủng G002 thuộc chi Bacillus, chủng 
G115 thuộc chi Photobacterium và chủng G121 thuộc 
chi Oceanisphaera. 
 Các chi được phân lập từ môi trường biển 
dường như có khả năng sản xuất các hợp chất lý thú. 
Một loài thuộc chi Streptomyces chưa được mô tả 
phân lập từ trầm tích của Biển Địa Trung Hải, đã sản 
xuất ra các hợp chất lần đầu tiên được tìm thấy trong 
tự nhiên: triazolopyrimidine,  Gutingimycin và một 
phức chất guanine/ trioxacarcin A (Erba et al., 1999; 
Fred et al., 2006). Các hợp chất này có hoạt tính gây 
độc tế bào và kháng khuẩn chống lại nhiều chủng 
Gram dương và Gram âm.  
 Một loài thuộc chi Streptomyces được phân lập từ 
trầm tích biển thu thập ở vịnh Ayajin thuộc biển Đông 
Hàn Quốc, sản xuất một lượng nhỏ streptochlorin, 
Streptochlorin  được tìm thấy có đặc tính ức chế 
NFκB một yếu tố phiên mã liên quan đến sự phát 
triển của bệnh ung thư (Hozzein et al., 2004). 
 Chủng ưa mặn  được xác định là thành viên của 
chi Micromonospora là Micromonospora 
lomaivitiensis được phân lập từ loài hải tiêu 
Polysyncraton lithostrotum, xạ  khuẩn này tạo ra hai 
lomaiviticins A và B có cấu trúc gần  tương tự với  
thuốc kháng sinh kinamycin. Một chủng thuộc chi 
Micromonospora  phân lập từ mẫu san hô ở Ấn Độ 
Dương, đã được ứng dụng để sản xuất IB-96212 có  
hoạt tính gây độc tế bào. Lucentamycin A cũng là 
một chất gây độc tế bào được phân lập từ 
Nocardiopsis lucentensis thuộc quần đảo Bahamas. 
Kahakamide A là một N- glycosyl hiếm được phân 
lập từ N. dassonvillei từ trầm tích ở đảo Kauai thuộc 
quần đảo Hawai có hoạt tính kháng khuẩn B. subtilis 
(Kanoh et al., 2005). 
 Nghiên cứu các hợp chất thứ cấp từ nguồn vi 
sinh vật biển ở Việt Nam mới chỉ được bắt đầu, có 
rất ít các nghiên cứu đã công bố, mặc dù nguồn đa 
dạng vi sinh vật biển của nước ta là rất lớn nhờ vị trí 
địa lý tiếp giáp với biển. Do vậy, việc tiến hành 
nghiên cứu các hợp chất thứ cấp của nguồn vi sinh 
vật biển Việt Nam nhằm phát hiện các chất có hoạt 
tính sinh học cao có thể nghiên cứu ứng dụng trong 
lĩnh vực y dược là hướng nghiên cứu cần thiết, hứa 
hẹn nhiều triển vọng. 
KẾT LUẬN 
 Từ 161 mẫu gồm: Trầm tích, Hải miên, San hô 
mềm, da gai, sao biển và một số loại khác thu thập ở 
ba vùng biển Hạ Long- Cát Bà; Cô Tô- Thanh Lân; 
Bái Tử Long, chúng tôi đã phân lập được 143 chủng 
vi khuẩn và xạ khuẩn. Từ kết quả sàng lọc hoạt tính 
kháng vi sinh vật kiểm định, chúng tôi đã lựa chọn 
được 15 chủng vi sinh vật có hoạt tính sinh học cao 
nhất (Ký hiệu: G002, G016, G017, G019, G039, 
G043, G044, G047, G057, G065, G068, G115, 
G119, G120, G121). Cả 15 chủng lựa chọn đều có 
khả năng kháng 2 chủng kiểm định Gram dương là E 
faecalis ATCC29212 và B.cereus ATCC13245. 
Ngoài ra, 14/15 chủng có khả năng ức chế khá mạnh 
chủng nấm C albicans  ATCC10231 (trừ chủng 
G016) với MIC từ 2 µg/ml đến 64 µg/ml. Đối với 
các chủng vi sinh vật kiểm định Gram âm, trong 15 
chủng chọn lọc chỉ có chủng G057 là có khả kháng 
S. enterica ATCC13076 và G002 kháng E. coli 
ATCC25922  với giá trị tương ứng  MICG057 = 8 
µg/ml, MICG002 =  256 µg/ml; và 3 chủng G115, 
G119, G120 có khả năng kháng P. aeruginosa 
ATCC27853 với giá trị tương ứng  MICG115 = 64 
µg/ml, MICG119 =  32 µg/ml và MICG120 =  32 µg/ml. 
Các chủng đã được xác định hình thái và định danh 
bằng trình tự gen 16S rRNA. Kết quả cho thấy: 
Chủng G016, G017, G019, G043, G044, G047, 
G068, G119, G120 đều thuộc chi Micromonospora, 
Chủng G039 và G065 thuộc chi Stretomyces, G002 
thuộc chi Bacillus, G057 thuộc chi Nocardiopsis; 
G115 thuộc chi Photobacterium. và chủng G121 
thuộc Oceanisphaera. 
Lời cảm ơn: Công trình này được hoàn thành với 
sự tài trợ kinh phí của Viện Hàn lâm Khoa học và 
Công nghệ Việt Nam, đề tài mã số VAST. TĐ. 
ĐAB.04/ 13-15. 
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ISOLATION, SCREENING AND IDENTIFICATION OF MICROORGANISMS HAVING 
ANTIMICROBIAL ACTIVITY ISOLATED FROM SAMPLES COLLECTED ON SEABED 
OF NORTHEAST VIETNAM 
Le Thi Hong Minh1,*, Vu Thi Quyen1, Nguyen Mai Anh1, Doan Thi Mai Huong1, Brian T Murphy2, 
Chau Van Minh1, Pham Van Cuong1 
1Institute of Marine Biochemitry, Vietnam Academy of Science and Technology 
2College of Pharmacy, University of Illinois at Chicago, USA 
SUMMARY 
 Microorganisms are especially interested in due to the ability to produce secondary compounds with high-
value applications. Plenty of novel and diverse chemical structures have been found in the bioactive substances 
of microorganisms. In this study, we isolated 143 strains of bacteria and actinomycetes from 161 samples 
including: sediments, sponges, soft corals, echinoderms and starfish collected from three sea areas of Viet 
Nam: Ha Long - Cat Ba; Co To - ThanhLan; Bai Tu Long. The strains were fermented in A1 medium and then 
fermentation broths were extracted 5 times with ethyl acetate. The extraction residue screening test using 7 
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reference strains isolated 15 target strains with the highest biological activity. Most of these strains have 
dramatic inhibition on Gram positive bacteria: Enterococcus faecalis ATCC29212; Bacillus cereus 
ATCC13245  and Candida albicans ATCC10231 with MIC values  less than or equal to the MIC value of the 
reference antibiotic. In particular, strain G057 was active against S. enterica ATCC 13076 and G002 inhibited 
E. coli  ATCC25922 with respective values  MICG057 = 8 µg/ ml, MICG002 = 256µg/ ml; and three strains G115, 
G119, G120 showed the inhibitory effect towards P. aeruginosa ATCC27853 with respective values MICG115 
= 64 µg/ ml, MICG119 = 32 µg/ ml and MICG120 = 32 µg/ ml. All 15 strains were then subjected to 
morphological and phylogenetic investigations based on 16S rRNA gene sequences. The results showed that 9 
of 15 strains G016, G017, G019, G043, G044, G047, G068, G119 and G120 belonged to Genus 
Micromonospora; strains G039 and G065 were identified as Genus Stretomyces; G002 was  identified as 
Bacillus; G057 was  identified as Nocardiopsis; G115 was in Photobacterium and G121 belonged 
Oceanisphaera. 
 
Keywords: Actinomycetes, Antimicrobial activity, MIC, 16S rRNA gene sequences 
 
